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© Utilisation d'un peptide ayant un groupement lysine et un groupement alanine en position terminate oour la 
preparation dune composition depigm entente et composition depigmentante ^^^^iff^n! 



preparation d'urie composition depigment ante et composftS 

^7) L'invention conceme Putilisation d'un peptide constitue 
d une chalne peptidique comportant a Pune de ses extremi- 
tes un groupemenit lysine (Lys), et a son autre extremite un 
groupement alanine (Ala), pour la preparation d'une com- 
position dapigmentante. Avantageusement, le nombre 
d'acides amines formant ladite chatne peptidique est com- 
pns entre 2 et 10 inclus. Selon une variante de realisation, 
ce peptide est un dipeptide Lys-Ala. Selon une variante, ce 
peptide est un hexapeptide lys-Cys-Thr-Cys-Ala. 

Ces peptides presentent une bonne activite depigmen- 
tante (figure 1), notamment pour Pattenuation des taches 
pigmenlaires de senescence, ou Peclaircisement de la che- 
velure. 
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Utilisation d'un peptide avant un g r oupement lysine ct un groupement alanine en 
position terminate pour la prepar a tion dW composition depigmentante et 
composi tion depigmentante en comportant application 

La presente invention concerne essentiellement I'utiiisation d ! un 
peptide ayant un groupement lysine et un groupement alanine en position 
terminate pour la preparation d'une composition depigmentante et une composition 
depigmentante en comportant application. 

Certains peptides particuliers, notamment des peptides de soie, ont deja 
ete decrits comme pouvant etre utilises, dans les formules cosmetiques, pour 
inhiber la melanogenese (JP 57-04 910). 

II a egalement ete decrit que des derives peptidiques de I'acide kojique 
pouvaient etre incorpores dans des compositions depigmentantes pour la peau 
(JP 04-187 618). - 

Or, au cours de recherches intensives faites par les les auteurs de la 
presente invention, il a ete decouvert de maniere totalement inattendue que les 
peptides comportant, en extremite de chaine, un groupement lysine (Lys) et, a 
l'autre extremite de chaine, un groupement alanine (Ala), presentaient une activite 
depigmentante. 

Ainsi, la presente invention a pour but principal de fournir une 
nouveile classe de composes ayant une bonne activite depigmentante, ainsi que de 
nouvelles formulations de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, notam- 
ment dermatologiques ayant une activite depigmentante. ^invention concerne 
aussi de nouvelles methodes de depigmentation comprenant Papplication de ces 
composes ou compositions. 

Ce but a ete resolu selon la presente invention par la decouverte que 
des peptides comprenant, en extr6mit6 de chaine, un groupement lysine (Lys) et, h 
l'autre extremite de chaine, un groupement alanine (Ala), presentaient une bonne 
activit6 ddpigmentante. De preference, ie groupement lysine est sitae en position 
N-terminale, et le groupement alanine en position C-terminale. 

Ainsi, selon un premier aspect, la pr€sente invention concerne 
^utilisation d f un peptide constitue d'une chaine peptidique comportant a Tune de 
ses deux extremitds un groupement lysine (Lys), et a son autre extremite un 
groupement alanine (Ala), pour la preparation d ! une composition depigmentante 
destinee en particulier a attenuer ou a supprimer les taches melaniques de la peau, 
telies que les taches dites de senescence, ou a eclaircir la chevelure. 
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Avantageuseraent, le nombre decides amines formant ladite chaine est 
compris entre 2 et 10 inclus. 

Suivant un mode de realisation prcferc dc invention, le groupement 
lysine precite est situe en position dite N-terminale, et le groupement alanine 
precite est situe en position dite C-tcrminale. 

Ainsi, conformement a la representation habituellement utilisee par 
I'homme de Tart pour les chaines peptidiques, les peptides du mode de realisation 
precite de invention peuvent etre represents par la formule : 

Lys Ala 

dans iaqueile Lys represente un groupement lysine en position N-terminale 3 Ala 
represente un groupement alanine en position Oterminale, et les points de 
suspension represented les groupements d'acides amines intermediates. 

Suivant un mode de realisation particulierement avantageux un tel 
peptide est le dipeptide Lys-Aia, de formule developpce : 

H 2 N-CH-CO-NH-CH~COoH 
(CH2) 4 CH 3 

Un autre peptide particulierement avantageux est l'hexapeptide de 
formule suivante : 

Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. 

dans Iaqueile notamment Cys represente un groupement cysteine et Thr represente 
un groupement threonine. 

II est a noter que le dipeptide Lys-Ala ou I'hexapeptide ci-dessus sont 
commercialement disponibles, notamment chez Sigma, France. 

Avantageusement, le peptide selon l'invention precite est utilise a une 
concentration comprise entre 0,01 % et 5 % en poids, par rapport au poids total de 
la composition. 

Selon une variante avantageuse de l'invention, le peptide 
precedemment defini est incorpore au moins en partie dans des vecteurs de 
substances actives tels qu'unc phase Iamcllaire lipidique l^dratee ou des 
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liposomes. Dans ce cas, ^incorporation dans ces vecteurs, en particulier dans ladite 
phase lamellaire ou les liposomes, peut etre rcalisce selon des procedes bien 
connus de I'homme de Tart, relatifs a Incorporation de peptides dans ces vecteurs. 

Par exemple, pour incorporer dans des liposomes les peptides definis 
5 dans la presente invention, on peut, tout d'abord, scion la methode decrite dans le 
document US-A-4 508 703, preparer une poudre lipidique a base de phospholi- 
pides, tels que la lecithine de soja, et, eventucllement, d'un sterol, tel que le 
cholesterol ou le sitosterol. Cette poudre lipidique est ensuite dispersee dans une 
solution aqueuse contcnant ledit peptide, sous agitation. II se forme alors une 
10 suspension de liposomes incorporant, au moins en partie, le peptide. 

Avantageusement, ccttc suspension de liposomes peut etre homoge- 
neisee, suivant une technique connue de Thomme de Tart, par exemple soit au 
moyen d'ultrasons, ou bien, suivant un procede plus particulierement approprie a 
une production a Techelle industrielle, tel qu f une homogeneisation sous pression, 
15 comme celui decrit dans le brevet US-A-4 621 023. 

Naturellement, le peptide de ^invention, utilise comme agent 
depigmentant, peut etre combine a diverses autres substances actives comme cela 
est bien comprehensible a un homme de Tart. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention conceme egalement 
20 une composition cosmetique ou pharmaceutique, notamment dermatologique, a 
activite depigmentante, caracterisee en ce qu ! elle comprend un peptide tel que 
precedemment defini, ledit peptide etant incorpore dans un excipient cosmetique— 
ment ou pharmaceutiquement acceptable. 

Ce peptide peut dgalement etre utilise a la concentration precedem- 
25 ment definie exprimee en poids sur la base du poids total de la composition. 

Conformement a une variante avantageuse de Tinvention, le peptide 
precedemment defini est incorpore au moins en partie dans un vecteur de substance 
active, comme cela a ete expose ci-dessus. 

Suivant un mode avantageux de realisation de invention, la composi- 
30 tion precitee est formulee en vue d'une application topique sur la peau, notamment 
ceile des mains ou du visage, ou sur le cuir chevelu. Elie peut se presenter par 
exemple sous la forme d'un gel, d'une creme, d f un lait ou d ! une lotion. 

L'invention concerne encore, selon un troisieme aspect, un procede 
cosmetique de depigmentation de la peau ou des cheveux, caracterise en ce qu ! il 
35 comprend I'application sur les zones de la peau devant etre depigmentees ou sur le 
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cuir chevelu, d'une quantite efficace d'un peptide tci que precedemment defini, 
incorpore dans une composition cosmetique. 

L'activite depigmentante des peptides scion 1'invention sera demontree 
par les essais suivants en relation avec les figures annexecs. 

Dans les figures : 

- la figure 1 represente en ordonnees Ie pourcentage d'inhibition de la 
tyrosinase par le peptide teste, Lys-Ala, en fonction de la concentration du peptide 
en mol/1, en abscisses. A chaque concentration, les resultats sont donnes pour trois 
temps differents, T = 0 min, T = 5 min et T = 15 min, de mise en presence de la 
tyrosinase avec le peptide Lys-Ala ; et 

-la figure 2 represente aussi un histogramme representant en 
ordonnees le pourcentage d'inhibition de la tyrosinase par 1'hexapeptide 
Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala, en fonction de la concentration du peptide en mol/1, 
en abesisses. A chaque concentration, les resultats sont egalement donnes pour 
trois temps differents, T = 0 min, T = 5 min et T = 15 min, de mise en presence de 
la tyrosinase avec 1'hexapeptide. 

Exemple 1 

Activite depigmentan te du peptide f .vs-Ala 

L'activite depigmentante est determinee de maniere connue en soi par 
un effet d'inhibition de la tyrosinase qui est une enzyme responsable de la synthese 
de melanine, pigment brun plus ou moins fonce, contribuant a la coloration de 
1'epiderme. A ce propos, il est rappelc que la L-tyrosine, en presence de tyrosinase 
et d'oxygene, s'oxyde en L-dopa, qui s'oxyde a son tour en dopaquinone, 
egalement en presence de tyrosinase et d'oxygene. La dopaquinone est un 
precurseur de la melanine. II est a noter que la tyrosinase est une enzyme tetra- 
merique contenant du cuivre et qui est reconnue comme comprenant deux sites 
actifs pour les composes aromatiqucs, par exemple la L-tyrosine et de L-dopa, 
tout en possedant egalement deux sites de regulation, l'un pour 1'oxygene et I'autre 
pour le cuivre. 

Ainsi, on comprend que lorsque la tyrosinase est inhibee, la production 
de melanine est reduite, voire supprimee. De ce fait, lorsque ce phenomene se 
produit dans la peau, les cellules pigmentees de la couche superficielle de 
1'epiderme, qui sont eliminees par la desquamation naturelle, sont progressivement 
remplacees par des cellules ne contenant pas de melanine, et done non pigmentees, 
d'ou I'effet depigmentant. 
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Pour la mise en evidence de I'activite depigmentante precise, on opere 
comme suit. Le peptide Lys-Ala disponiblc dans Ic commerce, en particulier chez 
Sigma, France, est mis en solution dc maniere extemporanee dans un tampon 
phosphate 0,02 M (pH 6,9). On prepare tout d'abord unc solution mere ayant une 
5 concentration 5 mM en Lys-Ala, qui pcut ensuite ctre diiuee extemporanement 
pour foumir une gamme de 5-1-0,5-0,05-0,005 mM. 

D ! autre part, on prepare egalement unc solution de tyrosinase de 
champignon dans le meme tampon phosphate 0,02 M (pH 6,9) a 1 mg/ml 
d'enzyme (2 000-4 000 unites/milligramme) que Ton conserve a -20 # C jusqu'a son 
10 utilisation. 

On prepare egalement une solution dc substrats contenant a la fois la 
L-tyrosine et la L-dopa, chacune a la concentration de 1 mM, dans le meme 
tampon phosphate, que Ton conserve a Tabri de la lumiere. 

Les essais de determination de I'activite depigmentante sont realises de 
15 la maniere suivante : 

La methode de determination de I'activite depigmentante est basee sur 
la methode de dosage decrite dans le livre "Worthington Assay Procedure", 
Worthington System Inc., Freehold, New Jersey 07728, USA, ainsi que sur la 
methode de Pomreantz, J. Biol. Chem. 241, 161 (1966). 
20 La methode decrite est cependant modifiee de la maniere suivante : 

- la solution de substrat est un melange de L-tyrosine et de L-dopa a 
concentration egale, au lieu de 1'emploi de la tyrosine seule dans la methode decrite 
dans la litterature ci-dessus ; 

- par ailleurs, on suit la cinetique de formation de dopaquinone avec 
25 un spectrophotometre, a la longueur d'onde de 480 nm, au lieu de suivre la dispari- 

tion de tyrosine a la longueur d'onde appropriee. 

On realise plusieurs series d f essais. Pour chaque serie d f essais, on 

melange, en debut d'experience, au temps dit Tq la solution de peptide et la 

solution de tyrosinase. 
30 Dans une premiere scric d'essais, on melange egalement au temps Tq la 

solution de substrats contenant a la fois la L-tyrosinc et la L-dopa. Les resultats 

obtenus avec cette serie d'essais au temps Tq sont rapportes au tableau I pour 

diverses concentrations en peptide. 

Dans unc deuxieme scric d ! essais, on ajoute la solution de substrats au 
35 temps T = 5 min, soit 5 min aprcs le temps Tq> au melange initial des solutions de 
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peptide et de tyrosinase. Pour cette dcuxicme serie d'essais, on obtient les resultats 
pour diverses concentrations de peptide sous la mention T 5 min au tableau I. 

On effectue une troisicme serie d'essais en ajoutant la solution de 
substrats 15 min apres le temps Tq> au melange initial des solutions de peptide et 
de tyrosinase. On obtient des resultats d'essais sous la mention T 15 min au tableau 
I a diverses concentrations de peptide. 

Pour chaque essai de chaque serie d'essais precedente, a partir du 
moment ou on a melange la solution de substrat avec la solution de peptide et la 
solution de tyrosinase, on suit pendant environ 2 min la cinetique de formation de 
dopaquinone, qui est le produit d'oxydation de la L-tyrosine et de la L-dopa en 
presence de la tyrosinase. Cette cinetique est suivie en mesurant la densite optique 
du melange des trois solutions au moyen d'un spectrophotornetre regie a une valeur 
de longueur d'onde d'absorption egale a 480 nm. 

Parallelement, on effectue egalement un essai temoin sans ajout de 
peptide pour determiner la densite optique correspondant a 100% d'activite 
enzymatique, e'est-a-dire sans aucunc inhibition de la tyrosinase. 

Le spectrophotornetre est relie a des moyens de calcul, par exemple un 
ordinateur ou micro-ordinateur contenant un logiciel calculant, d'une part, la 
valeur de la pente de la partie lineaire ascendante de la courbe de cinetique de 
formation de la dopaquinone, respectivement pour le temoin et pour chaque essai 
de chaque serie d'essais avec I'agent inhibiteur de ['invention, a savoir ici le 
peptide, et determinant le pourcentagc d'inhibition selon la formule suivante : 

„. ..... pente temoin - pente d'essai 

pourcentage d'inhibition = r : . x 100 

& pente temoin 

II est a noter que tous les essais sont effectues 5 fois pour chaque 
concentration dans chaque serie d'essais afin d'obtenir des valeurs moyennes. 

Les pourcentages d'inhibition moyens sont rapportes au tableau I. 

A la figure 1, on a reprcsente en ordonnees le pourcentage d'inhibition 
de la tyrosinase par le dipeptide teste Lys-AIa, en fonction de sa concentration en 
mol/1, en abscisse. 
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TABLEAU I 
Activite depigmentante dc Lys-Ala 



Cone. 
Lys-Ala 

Temps 


5.10- 6 M 


5.10" 5 M 


5.10" 4 M 


1.10- 3 M 


5.10- 3 M 


TO 


6 


8 


15 


35 


56 


T5 min 


8 


11 


30 


59 


72 


T 15 min 


15 


22 


67 


78 


83 



5 II ressort du tableau I ct dc la figure 1 anncxee que le peptide selon 

1'invention, Lys-Ala, procure deja un effet significatif d'inhibition de la tyrosinase 
meme a une concentration aussi faible que 5.1CT 6 M, cet effet d'inhibition etant 
sensiblement ameliore aux faibles concentrations apres un certain temps de contact 
du peptide inhibiteur avee la tyrosinase, avant mise en contact avec le substrat. Cet 

10 effet est grandement amplifie en augmentant la concentration en peptide inhibiteur. 

Ainsi, le peptide Lys-Ala presente une trcs forte activite inhibitrice de 
la tyrosinase, ce qui entraine une forte activite depigmentante par diminution ou 
suppression de la formation de melanine. 



15 Exemple 2 

Determination de Tactivite depigmentante de I' hexapeptide Lvs-Cys-Thr-Cys- 
Cvs-Ala 

On procede comme decrit a Texemple 1, si ce n'est qu ! on utilise le 
present hexapeptide en lieu et place dudit peptide Lys-Ala, a diverses concentra- 
20 tions. 

Les resultats sont repertories au tableau II ainsi qu'a la figure 2 sous 
forme d ! histogramme de maniere similaire a la figure 1. 

TABLEAU II 



Cone, hexa- 
peptide 

Temps 


5.10" 6 M 


5.10-5 M 


5.10" 4 M 


1.10-3 M 


5.10-3 M 


TO 


6 


8 


14 


70 


98 


T5min 


8 


11 


40 


96 


100 


T 15 min 


15 




98 


100 


100 
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II resulte du tableau II ainsi que de la figure 2 annexee que Pactivite 
inhibitrice de l'hexapeptide (Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala) de l'invention est deja 
tres significative a la concentration de 5.10~ 6 M. Ccttc activite inhibitrice est 
radicalement augmentee iorsquc la mise en contact avec le substrat est precedee 
5 par un temps de contact relativemcnt prolongc du peptide de l'invention avec la 
tyrosinase, ou si Ton augmente la concentration en peptide inhibiteur. Ces resultats 
vont dans le meme sens que ceux de I'exemple 1. En outre, ^inhibition de la 
tyrosinase conduisant a un excellent effct depigmcntant, est presque de 100 % 
(98 %) des la concentration de 5.10~4 M dans la seric d'essais a T 15 min. A une 

10 concentration plus clevee, par exemple a 5.10~3 m, l'inhibition quasi complete 
(98 %) apparait deja dans la serie d'essais Tq, ce qui est tout a fait remarquable. 

II resulte ainsi des essais precedents, realises avec les peptides des 
exemples 1 et 2, la mise en evidence d'une forte activite depigmentante pour des 
peptides a terminaison Lys et Ala, ce qui constitue une nouvelle famille de 

15 substances depigmentantes. 

Ainsi, Tinvention trouvc des applications particulierement interessantes 
dans les compositions cosmetiques ou pharmaceutiqucs, notamment dermatolo- 
giques a activite depigmentante. Des exemples de formulations de telles 
compositions cosmetiques ou pharmaceutiqucs a activite depigmentante sont 

20 donnes ci-apres. 

Exemple 3 

Creme anti-tache de senescence 

- hexapeptide (Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-AIa) 1,00 g 
25 - excipient emulsionne parfume q.s.p. 100,00 g 

On melange l'hexapeptide dans l'excipient emulsionne parfume en 
obtenant ainsi une creme qui peut ctre appiiquee au moins une fois par jour sur les 
taches de senescence generalement localisees sur le visage et les mains ainsi que 
sur les zones exposees telles que les decollctes. 

30 

Exemple 4 

Lotion capillaire eclaircissante 

- dipeptide Lys-Ala 0,1 g 

- Carbopol 940® 0,2 g 
35 - excipient alcoolique a 60* parfume q.s.p. 100,00 g 
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On melange tout d'abord le dipeptide Lys-Ala dans un excipient 
alcoolique, puis on ajoute le Carbopol en obtenant ainsi une lotion capillaire qui 
peut etre appliquee sur le cuir chcvelu pendant plusicurs jours jusqu'a obtenir un 
effet eclaircissant. 

5 

Exemplc 5 

Composition cosmctique depigmcntante ou blanchissantc 

- liposome contenant le dipeptide et l'hexapeptide de l'invention, de 



formule ponderaie : 

10 -phospholipide 1 g 

- dipeptide, Lys-Ala 0,1 g 

- hexapeptide, Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala 3,0 g 

- eau q.s.p. 50,0 g 

- excipient gelifie Carbopol 940® q.s.p. 100 g 



15 On prepare cette composition de la maniere suivante : 

Tout d'abord, selon la methode decrite dans le document 
US-A-4 508 703, on prepare une poudre lipidiquc avec les phospholipides puis on 
disperse cette poudre lipidique dans une solution aqueuse contenant 0,2 % en poids 
de dipeptide et 6 % en poids d'hexapeptide sous agitation, de maniere a former une 
20 suspension de liposomes contenant le dipeptide et l'hexapeptide. Cette suspension 
est avantageusement homogeneisee soit au moyen d'ultrasons, soit selon le procede 
decrit dans le document US-A-4 621 023. 

On prend 50 g de cette suspension aqueuse homogeneisee de 
liposomes, a laquelle on ajoute 50 g d ! excipicnt gelifie pour obtenir les 100 g de la 
25 composition recherchee sous forme gelifiee. 

Cette composition peut etre appliquee sur les taches de senescence, par 
exemple du visage, pour obtenir l'effct depigmentant ou blanchissant recherche. 
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REVENDICATTONS 

1. Utilisation d'un peptide constitue d'unc chaine peptidique compor- 
tant a Tune de ses deux extrcmitcs un groupement lysine (Lys), et a son autre 
extremite un groupement alanine (Ala), pour la preparation d'une composition 
depigmentante, destinee en particulicr a attenuer ou a supprimer ies taches mela- 
niques de la peau, telles que les taches dites de senescence, ou a eclaircir la 
chevelure. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le nombre 
decides amines formant ladite chaine peptidique est compris entre 2 et 10 inclus. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
groupement lysine precite est situe en position dite N-tcrminale, et le groupement 
alanine precite situe en position dite C-tcrminale. 

4. Utilisation selon Tune des revindications 1 a 3, caracterisee en ce 
que le peptide precite est le dipeptide Lys-Ala. 

5. Utilisation selon Pune des revindications 1 a 3, caracterisee en ce 
que le peptide precite est l'hexapeptidc de formule : 

Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. 

6. Utilisation selon Tune des revindications 1 a 5, caracterisee en ce 
que le peptide precite est utilise a une concentration comprise entre 0,01 et 5 % en 
poids. 

7. Utilisation selon Tune des revindications 1 a 6, caracterisee en ce 
que le peptide precedemment defini est incorpore au moins en partie dans des 
vecteurs de substance active tcls qu'une phase lamellaire lipidique hydratee ou des 
liposomes. 

8. Composition cosmctique ou pharmaccutique, notamment derma- 
tologique, a activite depigmentante, caracterisee en ce qu'eile comprend un peptide 
constitue d'une chaine peptidique comportant a Punc de ses deux extremites un 
groupement lysine (Lys), et a son autre extremite un groupement alanine (Ala), 
ledit peptide etant incorpore dans un excipient cosmetiquement ou pharmaceu- 
tiquement acceptable. 

9. Composition scion la revendication 8, caracterisee en ce que le 
nombre d'acides amines formant ladite chaine peptidique est compris entre 2 et 10 
inclus. 
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10. Composition scion la rcvcndication 8 ou 9, caracterisee en ce que 
le groupement lysine precite est situe cn position dite N-terminale, et le 
groupement alanine precite situe cn position dite C— terminate. 

11. Composition selon Tune des rcvcndication 8 a 10, caracterisee en 
5 ce que le peptide precite est le dipeptide Lys-Ala. 

12. Composition selon Tune des revindications 8 a 11, caracterisee en 
ce que le peptide precite est Phexapcptide dc formulc : 

Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. 

10 

13. Composition selon I'une des revindications 8 a 12, caracterisee en 
ce que le peptide precite est utilise a unc concentration comprise entre 0,01 et 5 % 
enpoids. 

14. Composition selon Tune des revindications 8 a 13, caracterisee en 
15 ce que le peptide precedemment defini est incorpore au moins en partie dans des 

vecteurs de substance active tcls qu'une phase lamellairc lipidique hydratee ou des 
liposomes. 

15. Procedc cosmctique de depigmentation de la peau ou des cheveux, 
caracterise en ce qu'il comprend I'application sur les zones de la peau devant etre 

20 depigments ou sur le cuir chcvclu, d'unc quantitc efficace d'un peptide tel que 
defini a Tune quelconque des revindications 1 a 7, incorporee dans une 
composition cosmetique. 
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